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A.3	RSL3‐induced	death	is	caspase	and	Bax/Bak‐independent	
  Modulatory profiling is a system developed in the Stockwell laboratory to characterize lethal 
molecules based on their profile of inhibition or sensitization with a panel of chemical modulators of 
known cell death processes as described in Chapter 1.3b [2].  Compounds acting through similar lethal 
mechanisms have profiles which cluster together and thus novel small molecules can either be classified 
in a group of compounds with known mechanisms of action or identified as possessing a unique cell 
death mechanism.   
  RSL3 and another RAS‐selective lethal compounds erastin were also included in the profiling 
system and were found to cluster separately from characterized lethal compounds such as 
topoisomerase inhibitors, microtubule destabilizers and alkylating agents.  These findings were 
consistent with previous data indicating the novelty of RSL3’s mechanism.  Compounds in this unique 
cluster which included RSL3 were found to induce a caspase‐independent form of cell death as 
determined by a caspase activity assay using a fluorogenic reporter (Figure A.3).  These data provide 
further confirmation that RSL3 is working through a non‐apoptotic mechanism.  To further exclude cell 
death types that are caspase‐independent yet dependent on Bax and Bak‐mediated mitochondrial outer 
membrane permeabilization, RSL3 was tested in Bax‐/‐Bak‐/‐ double knockout mouse embryonic 
fibroblasts (MEFs).  Rather than suppressing death, cells were instead slightly sensitized to RSL3.  These 
experiments were performed by Dr. Adam Wolpaw and Kenichi Shimada. 
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A.4	RSL3	reduces	tumor	size	in	a	mouse	xenograft	model	from	BJeLR	cells	
  Activity in mouse models is a standard and important assessment of a small molecule’s ability to 
perform in vivo.  Small molecules identified in chemical genetic screens aimed at finding new 
therapeutics in disease models must be proven to act in an organismal environment to verify that their 
mechanism is not an artifact of cell culture.  Further, if the molecule is to serve as a drug lead, a number 
of pharmacokinetic parameters need to be met to warrant further drug discovery investment.   
  To evaluate RSL3’s in vivo efficacy we tested RSL3’s effect on mouse xenografts formed from 
BJeLR cells.  RSL3 was able to decrease the size of tumor formation in this model in both a prevention 
and therapeutic study (Figure A.4).  In the prevention study athymic nude mice were injected with BJeLR 
cells subcutaneously and then with 100mg/kg (1S,3R) RSL3 to the same site one day later.  In the 
therapeutic study mice were allowed to form tumors for 1 week and then injected with 100mg/kg 
(1S,3R) RSL3 intratumorally twice a week for two weeks.  Tumor size was measured four weeks after the 
cell injection.  Reduction in tumor volume was greater in the prevention study than the therapeutic 
study, but decrease in tumor size was observed in both.  These results are promising considering that 
the RSL3 scaffold is almost the same as the original hit identified in our screen and contains a reactive 
chloromethylketone functionality.  Further optimization of the structure through medicinal chemistry to 
improve solubility and potency as well as attenuate the electophilicity of the molecule could produce 
improved results in vivo.  Mouse studies were performed by Dr. Wan Seok Yang. 
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A.5	HIP/HOP	profiling	
  RSL3 was submitted for profiling in a platform of genetic modulator screens in yeast composed 
of a whole‐library genome of heterozygous deletion mutants and a library of homozygous deletion 
mutants for non‐essential genes (described in Chapter 1.3a).  Yeast from either library were treated with 
RSL3 in a pooled format and mutants with increased sensitivity to RSL3 compared with vehicle control 
were identified.  A greater level of sensitization was observed in the homozygous deletion library whose 
genes indicate mutants that modulate RSL3‐induced death but are not direct targets.  One gene from 
this library, inositol heptakisphosphate kinase (KCS1), which produces high energy inositol 
pyrophosphates, was sensitized ca. eleven‐fold.  Among genes sensitized in the heterolozygous deletion 
library, which indicates potential direct targets, the yeast frataxin homolog showed a two‐fold change in 
sensitivity.  This was noticeable as one of the few genes to show any increase in sensitization and due to 
its involvement in the assembly of iron‐sulfur clusters as iron is already known to play a role in RSL3’s 
mechanism.  Silencing of the human gene in our laboratory caused a degree of cell sensitivity to erastin 
which also acts in an iron‐dependent manner (Dixon, Stockwell; unpublished results).  No further 
validation of these results has been performed.  HIP/HOP profiling was performed by the Nislow 
laboratory at the University of Toronto.   
A.6	Pyrimidine	metabolites	levels	change	upon	RSL3	treatment	
  Changes in metabolite levels are an additional source of clues about a molecule’s effects on 
cellular metabolic networks.  In our laboratory, metabolite profiling has revealed that glutathione 
depletion plays a major role in erastin‐induced cell death (Yang, Stockwell; unpublished results).   RSL3 
treatment was shown to affect levels of pyrimidine metabolites, particularly the RNA nucleoside uridine 
was upregulated five‐fold in comparison with vehicle‐treated controls and its corresponding nucleobase, 
uracil, was downregulated similarly (Figure A.5).  Another RNA nucleoside, cytidine, and a DNA 
nucleoside, thymidine, were also upregulated.  Orotate, also down‐regulated, is a pyrimidine carboxylic 
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acid.  We speculate that some process which increases or requires the synthesis of pyrimidine 
nucleosides may be involved in RSL3‐induced death.  Samples for metabolite analysis were prepared by 
Dr. Wan Seok Yang and analyzed by Dr. Clary Clish, Director of the Metabolite Profiling Platform at the 
Broad. 
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A.7	Gene	expression	profiling		
  Gene expression profiling is a useful hypothesis generator when analyzing a small molecule’s 
mechanism of action.  RSL3 was submitted for gene expression analysis to the Connectivity Map (CMAP) 
profiling database previously described (Chapter 1.3b).  While looking at changes in the expression levels 
of genes upon RSL3 treatment does not provide any direct evidence about targets (unless they are 
strongly related to gene expression), comparing RSL3 gene expression data against a database to find 
other small molecules with similar expression profiles could provide information about overlapping 
targets if those molecules are well characterized.  Additionally, looking at enrichment of gene categories 
in up and down regulated genes can give indications of downstream effector pathways involved in the 
death.   
  RSL3 did not show high connectivity with other molecules in the CMAP database besides known 
RAS‐selective lethal compounds such as erastin and RSL5.  Compounds that did cluster with RSL3 caused 
oxidative stress and protein misfolding.  Of the top one hundred up and down regulated genes, gene 
categories involving prostaglandin metabolic processes, glucuronosyl transferases, 
tyrosine/serine/threonine MAP kinases and regulation of cell redox homeostasis were enriched upon 
RSL3 treatment.  RSL3 is known to induce ROS, so enrichment of genes regulating redox homeostasis 
and clustering with other compounds causing oxidative stress is expected.  RSL3 is also known to be 
dependent on RAS‐RAF‐MEK signaling which perhaps ties in with upregulation of MAP kinases.  
Glucuronosyl transferases carry out glucuronidation reactions which are generally used to help export 
xenobiotics from the cells.  These enzymes transfer glucoronic acid in the form of UDP‐glucoronic acid to 
small hydrophobic molecules which increase their solubility and aids secretion from the cell.  Up‐
regulation of these genes may signify a cellular response to remove RSL3 from the cell.  A connection 
could perhaps exist between increased levels of these genes and an increase in uridine metabolites.  
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Microarray data was generated and provided by Dr.Todd Golub and colleagues at the Broad institute 
and was analyzed by Dr. Adam Wolpaw [2]. 
A.8	Preliminary	investigation	of	other	candidate	targets	of	RSL3	from	proteomic	data	
  The other top candidates that were shown to interact with RSL3 in the proteomic results both 
have fundamental roles within the cell and these were also preliminarily investigated using RNAi.   
SMG9 is a protein that is part of a surveillance complex in translation which senses mRNAs containing 
premature translation termination codons and marks them for degradation in a process called 
nonsense‐mediated mRNA decay.  Other members of the complex include SMG‐1, a kinase which 
phosphorylates another member of complex, Upf, indicating that a premature termination codon has 
been recognized.  Intriguingly, SMG‐8, which is involved in the recruitment of SMG‐1 to the complex, 
was also among the top ten candidates in the proteomic results.  Comparison of the two sequences 
shows only modest homology, thus it is unlikely that this is due to an identification error in the MS 
analysis [3, 4]. 
  Minichromosome maintenance complex component 7 (MCM7) is a part of a complex of proteins 
(MCM2‐7) which are involved in the initiation of DNA replication as a component of the pre‐replication 
complex.  Certain complex members possess helicase activity and thus it is believed to be the replicative 
helicase.  These complexes form during G1 phase and only dissociate upon phosphorylation by cyclin‐
dependent kinases acting to ensure that each origin of replication is used only once per cell cycle.  
MCM7 and other MCM proteins are present in excess of the required amount needed for their role in 
DNA replication, thus they are suspected to possess other functions in the cell [5, 6]. 
  To investigate the role of these proteins we attempted to deplete cellular levels of MCM7 and 
SMG9 by performing viral shRNA knockdowns of these genes and observing the effects on cell sensitivity 
to RSL3.  Quantitative PCR was performed to check the efficacy of the knockdowns (Figure A.6A).  RNAi 
silencing of MCM7 showed sensitization to RSL3 treatment similar to that observed with GPx4 and 
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PTGES2.  Viral knockdown of the fourth hit, SMG9, did not show any effects on RSL3 potency (Figure 
A.6B).  Quantitative PCR however, showed that the knockdown of the shRNA clones used was poor.  
RNAi validation of this hit will need to be performed with siRNA or another method.  Sensitization by 
knockdown of MCM7 suggests that RSL3 may be targeting this protein as well through a loss‐of‐function 
mechanism.   
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RNAi	knockdown	of	MCM7	does	not	phenocopy	RSL3	treatment	
  The effect of viral shRNA knockdown of MCM7 on cell viability was examined to see whether 
protein depletion mimicked the possible loss‐of‐function of this protein by RSL3.  We observed no effect 
of knockdown of MCM7 on cell viability by viral shRNA infection of HT1080 cells (Figure A.7).  In later 
experiments we did note a loss in viability with infection of shMCM7 clones over a longer time period of 
infection presumable due to interference with replication and the cell cycle.  However, the knockdown 
of MCM7 did not cause an effect analogous to the rapid death induced by RSL3.     
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A.9	Discussion	
  The mechanism of RSL3 was investigated using a number of techniques to look at changes in 
morphology, protein levels, mRNA levels and metabolite levels upon RSL3 treatment.  Additionally RSL3 
was profiled in a genetic modulator platform (HIP/HOP), a gene expression profiling data base (CMAP) 
and in a modulatory profiling system to characterize its form of cell death.  RSL3 was also shown to be 
active in vivo in a mouse xenograft model study.  Through these studies we gained a few clues to aid us 
in our target validation studies. 
  The roles of MCM7 and SMG9 in RSL3‐induced death were investigated by RNAi and knockdown 
of MCM7 also resulted in sensitization to RSL3 treatment.  The connection of MCM7 with GPx4 and 
PTGES2 or its role in RSL3’s mechanism is more obscure.  Its primary role in DNA replication initiation is 
an important one, however prevention of DNA synthesis appears unlikely to explain the rapid induction 
of death induced by RSL3.  There is a possibility that halting cell cycle progress sensitizes the cells to the 
lethal mechanisms of other targets.     
  Evidence from TEM studies shows disruption of the nuclei and it will be interesting to know if 
this is due to involvement of MCM7, or from damage due to lipid peroxides or some other mechanism.  
The increase in RNA nucleosides observed in metabolic profiling could also be due to the involvement of 
SMG9 and nonsense‐mediated mRNA decay although their role in RSL3’S mechanism remains to be 
investigated.   Up‐regulation of prostaglandin metabolic processes observed in gene expression profiling 
may be a result of modulation by RSL3 of PTGES2 and COX through GPx4. 
  MCM7 has been reported to play a role in cancer.  The genes oncogenic properties were first 
recognized when it was noticed to be overexpressed or amplified in a number of malignant cancers and 
was thus used as a biomarker [7‐9].    Further studies in prostate cancer cells and mouse models showed 
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that MCM7 overexpression actively promotes cell proliferation and invasiveness, although it is not 
believed to act as an initiator in tumorigenesis [8, 10, 11].   
  A number of proteins have been found to interact with MCM7, and depending on their 
interaction, might either promote replication (and thus proliferation) or induce growth arrest.  The 
retinoblastoma protein (Rb) was first shown to interact with MCM7 in Y2H screening [12].  A recent 
study has shown that the ability of TGF‐β1 to block entry into the S‐phase of the cell cycle in late G1 
phase is due to blocking the dissociation of Rb and MCM7, thus preventing activation of the pre‐
replication complexes.  The suggestion is that this interaction could be how Rb controls the S phase 
check point [13].  The androgen receptor and integrin‐linked kinase 1 have also been shown to interact 
with MCM7 and either positively or negatively affect MCM replication activity [10].  Additionally, MCM7 
possesses an intronic miRNA cluster which has been shown to target multiple tumor suppressor genes 
such as pTEN, p21, and BIM [14, 15].  Whether the effects of RSL3 could abrogate the ability of this 
cluster appears unlikely.  It is also unclear whether MCM7’s transforming properties are primarily due to 
expression of its oncogenic miRNA cluster or to the function of the protein. 
Further evidence of the role of MCM7 in RSL3‐induced cell death must be gained in order to understand 
its potential involvement.   
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A.10	Methods	
Cell	culture	
HT‐1080 and 293‐T cells were obtained from American Type Culture Collection. HT‐1080 cells were 
grown in DMEM High‐Glucose media (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% 
non‐essential amino acids (Gibco).  293‐T cells were grown in DMEM High‐Glucose supplemented with 
10% FBS. When used for transfections to generate virus, 293‐T cells were seeded in the above media 
lacking antibiotics. 293‐T viral collection media contained 30% HyClone FBS. BJ/TERT/LT/ST/RASV12 
(BJeLR) and related isogenic cell lines (eH, eHLT, DRD) were obtained from William Hahn (Harvard 
University). BJ series cells were grown in DMEM plus 20% M199 and 15% heat‐inactivated FBS. All media 
were supplemented with penicillin and streptomycin (Gibco). All cell lines were grown in humidified 
tissue culture incubators (Thermo Scientific) at 37°C with 5% CO2. 
Viability	measurements	
Viability was assessed using one of two viability dyes: Alamar blue fluorescence or Trypan Blue dye 
exclusion.  Alamar blue (Invitrogen) is a cell‐permeable resazurin‐based dye that is reduced by 
metabolically active cells to rezorufin, a dye with red fluorescence. Fluorescence was measured 6‐16 
hours after alamar blue addition to cells using a Victor3 platereader with excitation filter at 530 nm and 
emission filter centered on 590 nm.  Trypan Blue is a viability dye that is excluded from live cells but 
permeates dead cells. Trypan Blue negative and positive cells were counted using an automated cell 
counter (ViCell, Beckman‐Coulter).   
A.3c	Transmission	Electron	Microscopy	
BJeLR cells were seeded (400,000 cells/dish) in 35mm tissue culture dishes and grown overnight.  The 
next day cells were treated with DMSO for 8 h and RSL3 (diastereomeric version) at 0.5ug/mL for 2, 4, 6 
and 8 h.  Cells were fixed with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M Sorenson's buffer (0.1 M H2PO4, 0.1 M HPO4 
(pH 7.2)) for at least 1 h and then stored at 4°C until transportation.  The rest of the sample preparation 
was performed by Kristy R. Brown in the Department of Pathology and Cell Biology.   Cells were treated 
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with 1% OsO4 in 0.1 M Sorenson's buffer for 1 h, followed by Enblock staining used 1% tannic acid. After 
dehydration through an ethanol series, cells were embedded in Lx‐112 (Ladd Research Industries) and 
Embed‐812 (EMS). Thin sections were cut on an MT‐7000 ultramicrotome and stained with 1% uranyl 
acetate and 0.4% lead citrate.  Sections were examined and analyzed by Dr. Katie Lemberg using a Jeol 
JEM‐1200 EXII electron microscope. Pictures were taken on an ORCA‐HR digital 52 camera (Hamamatsu) 
at 5,000‐50,000‐fold magnification, and measurements were made using the AMT Image Capture 
Engine. 
Two‐dimensional	difference	gel	electrophoresis.		
Sample preparation:  10cm dishes were seeded with 4 million BJeLR cells the day before and treated the 
following day with either 1ug/mL RSL3 (diastereomeric version) or the equivalent amount of DMSO for 
7hr.  Treatment conditions were then removed and cells were washed in cold PBS and lysed in 50 mM 
Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.3% SDS in the presence of Serine/Threonine Phosphatase Inhibitors and 
Protease Inhibitors.  Cells were then treated with 50ul DNAse/RNAse for 30min.  Protein was 
precipitated using chloroform/methanol precipitation and the resulting pellet was incubated in 200uL of 
reaction buffer overnight (7 M Urea, 2 M Thiourea, 4% CHAPS).  The next day the lysate was vortexed 
and homogenized, 10uL of DTT was added and the mixture was incubated for an hour followed by 
vortexing and homogenization again.  Undissolved material was removed by centrifugation at 16,000g 
and the final supernatant was removed.  Protein concentration was determined using the Bradford 
Assay and aliquots were snap frozen in liquid nitrogen and stored at ‐80°C.  Covalent Labeling with 
Cyanine Dyes, 2D Gel Electrophoresis, Confocal Laser Imaging of Gels, Image Analysis, Spot Picking and 
Enzymatic Digestion and Protein Identification by Peptide Mass Fingerprinting were all performed by Dr. 
Lewis Brown as described in Cardinale CJ et. al. (ref 175, Nidhi’s thesis) 
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Mouse	studies	
Athymic nude mice were injected with BJeLR cells subcutaneously.  In the prevention study mice were 
injected with 100mg/kg (1S,3R) RSL3 to the same site one day later.  In the therapeutic study mice were 
allowed to form tumors for 1 week and then injected with 100mg/kg (1S,3R) RSL3 intratumorally twice a 
week for two weeks. The tumor size was measured using a caliper four weeks after the cell injection.  
Mouse studies were performed by Dr. Wan Seok Yang. 
HIPHOP	profiling	
‘HIPHOP’ profiling was performed by the Nislow lab at the University of Toronto.  Libraries of yeast were 
treated with RSL3 at 125ug/mL and 150ug/mL. 
Gene	expression	analysis	
Microarray data were downloaded from the Broad’s Connectivity Map website 
(http://www.broadinstitute.org/cmap/). For the gene expression experiments, MCF7 and PC3 cells were 
treated with compound for 6 hours with 10uM of RSL3 before lysis and mRNA collection. A more 
detailed description of the experimental protocols is available on the website and in their publication 
about the project (insert CMAP reference).  Analysis of micro array data was performed and described 
by Dr. Adam Wolpaw [2]. 
Lentiviral	shRNA	production	
Virus production followed the protocol of The RNAi Consortium. For production of virus, 293‐T cells 
were seeded in 6‐well dishes in antibiotic free media (280,000 cells/well).  The next day, cells were 
transfected using FuGENE with shRNA encoding plasmid (450 ng), viral packaging plasmid (p‐Delta8.9, 
400 ng), and viral envelope plasmid (p‐VSV‐G, 45 ng).  After 24 hours, media was removed and replaced 
with 1.6 ml Viral Collection Media. A total of 3 collections of viral supernatant in VCM per shRNA were 
made over 36 hours and pooled.  Pooled supernatant was centrifuged (2,250 rpm, 2 min), aliquoted and 
stored at ‐80°C. 
198 
 
Lentiviral	shRNA	Infection	
For lentiviral infections in 384‐well format, 400 cells were seeded per well the night before the infection. 
On the day of the infection, media was replaced with 38 ul media + polybrene (8 ug/ml) and 2 ul of the 
viral supernatant per well.  Plates were centrifuged at 2,250 rpm at 37°C for 90 minutes in a tabletop 
Sorvall centrifuge. Plates were incubated for 48 hours, the media was replaced with media containing 
1.5 ug/ml puromycin and incubated for 24 hours. Media was subsequently changed again for 40 ul of 
RSL3 or compound‐containing media at the appropriate concentration.  Plates were incubated for 24 
hours and viability was assessed using alamar blue.  For lentiviral infections in 6‐well format, 35,000 cells 
were seeded per well in 2mL of media the night before the infection. Cells were infected in the presence 
of 8 ug/ml polybrene in 1.85mL with 150 ul viral supernatant.  Puromycin selection, compound 
treatment were the same as above, but scaled for 6‐well format. Viability was assessed by trypan‐blue 
exclusion.  Where possible, viability was also assessed by light microscopy.  
Gene	expression	by	RT‐q‐PCR	
Cells from 6‐well format infection were harvested following puromycin selection and RNA was purified 
using the QIAshredder and QIAgen RNAeasy extraction kits according to the manufacturer’s instructions. 
2 ug total RNA per sample were subsequently used in a reverse transcription reaction using the TaqMan 
RT Kit priming with Random Hexamers (Applied Biosystems).  Primers for q‐PCR were designed with 
either Primer Express.  Quantitative PCR was performed on triplicate samples in 96‐well format using 
Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) on an Applied Biosystems 7300 Cycler set to 
absolute quantification. The change in expression of a gene between experimental and control 
conditions was computed using the DeltaDelta Ct method with ACTIN as an internal reference gene. 
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